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論文内容要旨
研究目的
 膵癌(膵管癌)は早期発見が困難で,各種消化器癌のなかでも最も予後が悪く,死亡率も年々
 上昇している。膵癌の特徴として,強い間質反応と線維化を伴っている。Matrix
 Me七alloproteinases(MMPs)は細胞外基質を分解し組織のリモデリングに必須の酵素であるが,
 種々の悪性腫瘍で過剰発現しており膵癌でも浸潤,転移に関わっていると考えられている。
 MMP7(マトリライシン)は,他のMMPと異なり主に腫瘍細胞自身が産生することが注目さ
 れている。これまで報告でマトリライシンが膵管上皮や,膵癌で発現が確認されているが,癌の
 浸潤や転移との関わりなどの詳しい検討はされていない。そこで免疫組織学,RT-PCR法,ザ
 イモグラフィーを用いて,主に膵腫瘍におけるマトリライシンの発現と腫瘍の浸潤性との関係を
 検討した。
 方法と結果
 (1)免疫組織学的検討:
 膵癌22例,膵管内腫瘍12例,慢性膵炎8例,健常膵7例を対象とした。免疫染色は,一次抗
 体として抗ヒトMMP7モノクローナル抗体(F-82,富士薬品)を使用し,ストレプトアビジン
 ビオチン法により行った。膵癌例では高分化型から低分化型腺癌までいずれも腫瘍細胞に局在し
 ていた。膵管内腫瘍でも,腺腫から乳頭腺癌までの腫瘍細胞に免疫活性が認められた。これに対
 し,間質系細胞には発現していなかった。慢性膵炎では線維化の完成した領域には染色性は見ら
 れなかったが,炎症部の残存膵腺房周囲で,拡張した微少膵管上皮には散在していた。また対照
 におこなった健常膵の染色では,一部の膵管上皮に局在を認めた。
 〔2)膵癌におけるマトリライシンの発現と各種臨床病理学的因子との相関:
 膵癌13例についてマトリライシンの発現レベルをnegative:0,weak:～1/10,moderate～
 !/2,strong1/2～の4段階に評価し,リンパ管侵襲,静脈侵襲,膵内神経浸潤,主膵管内進展,
 前方被膜浸潤,後面組織への浸潤の各因子と癌間質量,癌周囲への浸潤様式,総合的進行度につ
 いて検討した。膵前方被膜浸潤の有無と癌間質量,癌周囲組織への浸潤様式の程度によりマトリ
 ライシンの発現レベルに有意な差(p<0.05)が認められた。
 〔3)膵腫瘍におけるマトリライシンmRNAの発現:
 膵癌7例,膵管内腫瘍2例,対照健常膵6例について,RT-PCR法を用いて半定量的解析を
 行った。マトリライシンと内部標準として用いたGAPDHのmRNA由来転写産物が定量域にあ
 一574一
 るサイ.クル数を設定し各サンプルについてRT-PCRを施行した。膵癌では健常膵に比べて,有
 意に発現量が多かった。
 (4)カゼインザイモグラフィーによるマトリライシン酵素活性の評価:
 ザイモグラフィーはこれまで主にゼラチンを基質にして,プロテアーゼの分解能を評価する方
 法がもちいられてきたが,ゼラチナーゼA(MMP2)やゼラチナーゼB(MMP9)の評価には
 有用であるがマトリライシンの評価には適さない。そこでカゼインを基質にしてザイモグラフィー
 を施行した。膵癌では活性型(19kDa)が優位に発現し,対照非腫瘍部には潜在型(29kDa)優
 位の弱いバンドが描出された。膵管内腫瘍では潜在型の強いバンドが認められた。
 以上の結果から,膵においては膵管上皮細胞の一部にマトリライシンが発現しているものの,
 あまり活性化を受けてはいないと考えられる。膵癌ではマトリライシンが転写レベルでの
 mRNA過剰発現に加え,分泌後の活性化も亢進しており,癌細胞の浸潤を促進していると考え
 られる。膵管内腫瘍においては腫瘍細胞から潜在型として産生の亢進している可能性はあるが,
 活性型として働いている割合は少ないものと推察される。また間質細胞における発現はわずかで,
 マトリライシンは間質系細胞の産生する他のMMPsを活性化し,マトリックスの分解やリモデ
 リングを行っているとも考えられる。従って,マトリライシンは,膵癌の浸潤に強く関わってお
 り,それがextravasationに寄与し遠隔転移となっていく要因となっていると推測される。
 一575一
 審査結果の要旨
 膵癌が極めて予後の悪い癌である原因として,早期から浸潤や転移を来しやすいことが考えら
 れているが,本研究は浸潤転移に関わる重要な因子である細胞外基質分離酵素(MMPs)の一
 つ,MMP-7について検討したものである。過去の研究によりMMPsが悪性腫瘍の浸潤と転移
 に関わってることは明らかになっているが,これまで詳細に検討されてきたMMP-2やMMP-9
 は炎症組織と同様に,主に間質系細胞で産生されると認識されてきている。これに対しMMP-7
 すなわちマトリライシンは上皮系細胞,癌細胞から産生されることで注目され,悪性腫瘍におけ
 る上皮一間質相互作用の重要な役割を果たしていると推測されている。
 本研究ではマトリライシンは膵癌の癌細胞自身に発現していることが免疫組織染色の結果から
 明らかになった。膵癌は一般に強い間質反応と著しい線維化を伴い,浸潤性の強い腫瘍が多い。
 従ってMMPsの産性能はより強いことが想定され,これまでにも膵癌のMMPs産生能につい
 ていくつかの報告があるが,線維芽細胞などの間質系から産生される場合が多く,悪性度との関
 係は不明であった。しかし本研究は,癌細胞自身が産生すると考えられるMMPを明らかにし
 た点で評価できる。またマトリライシンの発現率と手術標本における浸潤因子との関係を明らか
 にし,マトリライシンの発現が膵癌の浸潤度に関わっている可能性を示唆したことは初めてのこ
 とである。
 次にmRNAの発現量を検討し,半定量的解析ではあるが,癌での発現が転写レベルで亢進し
 ていることを明らかにした。過去にも膵癌でマトリライシンmRNAの過剰発現の報告はあるが,
 膵管内腫瘍での検討はない。本研究では,浸潤性の低い膵管内腫瘍でもマトリライシンmRNA
 発現が認められ,酵素の産生後の活性化の検討が必要となった。酵素の活性化については,カゼ
 インを基質にしたザイモグラフィーを用いて検討した。膵癌では,19kDa活性型が多く認めら
 れたのに対し,膵管内腫瘍では29kDa潜在型が多く認められた。従って膵癌では転写レベルの
 亢進に加え,活性化の過程が促進されていることが初めて証明された。これは,膵癌では他の
 MMPやトリプシンなどの蛋白分解酵素の働きも亢進しているためと考えられる。
 これまで膵癌においてはMMPの活性化についての報告はなく,その意味からも本研究の意
 義は大きい。マトリライシンはそれ自身の広範な細胞外マトリックス分解作用を有しているが,
 過去の知見からMMP2やMMP9などを活性化し最終的にMMPカスケード全体のサイクルへ
 関わってくると推測される。今後膵癌の浸潤転移の治療や克服へ向けて,本研究の意義が生かさ
 れると期待され,本研究は学位に値する。
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